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Oljčne liste in poganjke pri obrezovanju zavržemo, vendar predstavljajo pomemben stranski 
proizvod (Romero-García in sod., 2014). Raziskave kažejo, da dobimo pri obrezovanju do 
25 kg tega stranskega proizvoda (vejic in listov) letno na drevo. Običajno obrezovanje dreves 
oljk vključuje liste (približno 25 ut.%), tanke veje (približno 50 ut.%) in debele veje 
(približno 25 ut.%). Razmerja se lahko razlikujejo glede na starost drevesa, vzgojo krošnje 
in/ali lokalno prakso obrezovanja. V sredozemski regiji, predstavlja biomasa po obrezovanju 
oljke od 1 do 5 in od 4 do 11 t/ha za španski oziroma italijanski oljčnik, zaradi česar so 
odpadki ogromni; istočasno predstavljajo poceni in neizkoriščen vir energije ali bioaktivnih 
spojin (Spinelli in Picchi, 2010). 
 
 
V zadnjem času je velik poudarek na neizkoriščenem delu oljke, oljčnem listu, ki je sicer v 
proizvodnji uvrščen med odpadke. Danes je najbolj cenjen oljčni proizvod olje; v starih časih 
so predstavljali pomembnejšo vrednost plodovi in les oljke. Raziskave kažejo, da so izvlečki 
listov in poganjkov oljk posebej zanimivi zaradi vsebnosti številnih bioaktivnih komponent 
(Lozano-Sánchez in sod., 2014; Talhaoui in sod., 2015). Njihova osnovna delitev je na 
sekoiridoide, flavone, flavonole, flavan-3-ole in substituirane fenole. Najpogostejša spojina 
v oljčnih listih je olevropein, sledijo mu hidroksitirozol, flavon-7-glukozidi luteolina in 
apigenina ter verbaskozid. Grenka spojina olevropein je močan antioksidant (Özcan in 
Matthäus, 2017). Številne študije in vitro in in vivo so pokazale, da imata olevropein in 
njegov derivat hidroksitirozol širok spekter biokemijskih in farmakoloških lastnosti, kot so 
protivnetne in protimikrobne lastnosti (Bouallagui in sod., 2011). Študije kažejo večji 
antioksidativni učinek olevropeina na oksidacijo DNA in lipidov v primerjavi z naravnimi 
in sintetičnimi antioksidanti. V obliki čiste snovi ima omejen učinek kar je lahko posledica 
razgradnje na močnejši biofenol, hidroksitirozol, kar vodi do povečanja skupne 
antioksidativne sposobnosti v izvlečku. Druga razlaga je lahko sinergijsko delovanje 
vsakega biofenola v izvlečku (Sahin in Bilgin, 2018). 
 
 
Zanimanje za oljčne liste kot surovino, ki je bogata z antioksidanti, se povečuje z namenom 
nadaljnje uporabe v prehrani za proizvodnjo funkcionalnih živil. Vključitev takšnih 
izvlečkov v živilske izdelke lahko bistveno prispeva k ohranjanju zdravja potrošnikov in 
hkrati tudi k podaljšanju roka uporabnosti živil (Bouaziz in sod., 2008). V literaturi avtorji 
poročajo o obogatitvi olj z bioaktivnimi komponentami oljčnih listov v obliki ekstrakta iz 
oljčnih listov in tudi z glavno sekoiridoidno spojino olevropeinom (Erbay in Icier, 2010). 
Manj prepoznana je uporabna vrednost lesnih poganjkov oljk kot vira biološko pomembnih 
spojin. 
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Izvlečki iz oljčnih listov se v zadnjem času tržijo kot prehranska dopolnila (Briante in sod., 
2002). Komercialni izdelki v obliki zeliščnih čajev ali prehranskih dopolnil so na voljo v 
svetu kot posušeni listi, prah, izvlečki ali v obliko tablet (Tsimidou in Papoti, 2010). 
Pokazalo se je, da inkapsulacija izvlečkov oljčnih listov v β-ciklodekstrinu poveča topnost 
polifenolnih spojin iz oljčnega lista v vodnem mediju za več kot 150 % (Mourtzinos in sod., 
2007). Zato je potrebna valorizacija tega z bioaktivnimi snovmi bogatega stranskega 
proizvoda, saj lahko v mnogih primerih odpadni stranski proizvodi vsebujejo podobno ali 
celo višjo vsebnost bioaktivnih spojin kot npr. plodovi oljk. Posledično lahko te bioaktivne 
spojine uporabimo kot pomemben vir za proizvodnjo hrane z vključitvijo v funkcionalna 
živila zaradi možnih zdravstvenih koristi (Ayala-Zavala in sod., 2011). 
 
 
Kljub tem pozitivnim vidikom uporabe izvlečkov oljčnih listov kot naravnih antioksidantov 
je pomembno vedeti, da v skladu s Codex Alimentarius (Standard za oljčna olja in olja iz 
oljčnih tropin) še vedno niso dovoljeni kot dodatki v komercialnem ekstra deviškem oljčnem 
olju (Codex Alimentarius …, 2015). 
 
 
1.1  NAMEN NALOGE 
 
Cilj magistrske naloge je določitev vsebnosti skupnih in posameznih fenolnih spojin in 
antioksidativnega potenciala v ekstraktih iz lesnih poganjkov in listov oljke.  
 
Cilj naloge je tudi določiti, ali obstaja razlika med različnimi sortami oljk in med različnimi 
tkivi (listi, poganjki).  
 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da obstaja razlika v vsebnosti skupnih fenolnih spojin med lesnimi poganjki 
in listi oljke. 
 
Vsebnost posameznih fenolnih spojin in antioksidativni potencial sta odvisna od sorte. 
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Oljka (Olea europaea L.) (slika 1) je zimzeleno, počasi rastoče drevo, ki lahko živi več kot 
1000 let. V starih časih, preden so oljko gojili, je bila v sredozemskem območju poznana 
divja oljka (Olea europaea oleaster). Arheološke najdbe, stare 9000 let, pričajo o uporabi 
divje oljke že v kameni dobi. Oljko so gojili predvsem v Palestini, Mezopotamiji in Siriji od 
koder se je razširila po celotnem Sredozemlju, kjer najdemo tudi zelo stare primerke. Njeni 
zdravilni in koristni učinki so prepoznani že od antičnih časov. Hipokrat je oljčno olje 
uporabljal za zdravljenje različnih tegob. Homer ga je imenoval "tekoče zlato", grška 




Slika 1: Oljka (Olea europaea L.) (Gavez, 2017). 
 
 
Oljka lahko zraste 8-15 metrov v višino, odvisno od pogojev na območju, kjer raste. Gostota 
krošnje je dober pokazatelj zdravja drevesa, kar se odraža v številu poganjkov, številu listov 
na poganjku in starosti listov. Vremenske razmere ter lastnosti rastišča vplivajo na 
razpoložljivost vode in hranilnih snovi. Za pridelovalce oljk so pomembni enoletni poganjki, 
oblikovani v prejšnjem letu, na katerih nastanejo cvetovi in kasneje plodovi. Listi so pri 
oljkah podolgovati s kratkim pecljem. Zgornja stran lista je gladka in je lahko svetlo ali 
temno zelene barve, spodnja stran pa je srebrno siva. Na oljkah ostanejo listi dve do tri leta. 
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Plodovi spadajo med koščičasto sadje dolžine 2–2,5 cm. Njihova barva je različna. Ko 
plodovi dozorijo, se zmanjša grenkoba; vsebnost olja se poveča (Kantoci, 2006). 
 
Fitokemijske raziskave na plodovih oljk (Olea europaea) so privedle do izolacije številnih 
bioaktivnih sestavin, pri čemer so fenolne spojine, flavonoidi, sekoiridoidi in sekoiridoidni 
glikozidi prisotni v skoraj vseh tkivih rastline. Poleg tega so že dokazali, da imajo plodovi, 
oljčni list in lubje drevesa antioksidativno, protimikrobno, protivirusno in protivnetno 
delovanje (Vogel in sod., 2015; Silva in sod., 2006). 
 
Pri obrezovanju oljk dobimo mešanico listov in vejic (Vogel in sod., 2015). V večjih 
količinah dobimo liste tudi pri obiranju oljk v oljčnikih. V listih poteka fotosinteza, katere 
rezultat je nastanek več sekundarnih metabolitov, bioaktivnih komponent, ki so prisotne v 
listih, lesu in plodovih. Tako se je zanimanje raziskovalne skupnosti za oljčne liste in njihove 
ekstrakte v zadnjih letih povečalo zaradi velikega potenciala oljk za uporabo v živilski 
industriji, medicini in farmacevtski industriji (Abaza in sod., 2015). 
 
 
Sorte oljk Maurino, Leccino, Pendolino in Leccio del Corno izvirajo iz Toskane v Italiji. Iz 
Toskane so se sorte naprej razširile v osrednjo in severno Italijo. Sorta Belica je avtohtona 
sorta Slovenske Istre. Značilna skupna lastnost omenjenih sort oljk je, da so precej odporne 





Sorta Maurino je rustikalna, zelo odporna proti mrazu, vlagi in različnim boleznim. Sorta ni 
samooplodna, zato jo moramo saditi v nasade z različnimi sortami. Dobro oploditev lahko 
dosežemo s sortami Frantoio in Pendolino. Plodovi dozorevajo zgodaj, zato je primerna za 
večje nasade. Plodovi so majhni; ob obiranju so temno vijolični do črni. Za olja sorte 
Maurino je značilna nižja intenzivnost okusov grenkobe in pikantnosti. Donos olja je zelo 





Oljka sorte Leccino je sorazmerno odporna proti nizkim temperaturam. Prenaša temperature 
od -10 °C do -13 °C in zahteva globoka in rodovitna tla. Plodovi so srednje veliki. Ob 
dozorevanju pridobijo temno, skoraj črno barvo. Sodi v srednje bujno sorto, široko 
razraščeno in pokončne rasti. Donos olja je do 21 % mase oljk. Plodovi se uporabljajo tudi 
za pridelavo črnih oljk za vlaganje. Za oljko Leccino je značilno zgodnje dozorevanje in 
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obiranje, običajno že konec oktobra. Najboljši opraševalci te sorte so sorte Pendolino in 
Frantoio (Agromin, 2020).  
 
 
 2.1.3 Belica 
 
Oljka sorte Belica, bolj znana kot Istrska belica, izstopa po svoji dobri proizvodni 
zmogljivosti in visoki kakovosti, ki jo lahko dosegajo ta olja, visoki oksidacijski stabilnosti 
in odličnim senzoričnih lastnostih. Plodovi so precej drobni; ob obiranju so svetlozelene 
barve; kasneje prehajajo v temno rdečkasto do črno barvo. Donos olja je precej velik, okoli 
20 % mase oljk. Olje je zelo sveže, grenko in pikantno z veliko vsebnostjo polifenolov. Čas 





Sorta Pendolino se goji predvsem kot opraševalec številnih sort, vendar so izjemne lastnosti 
njenega olja neupravičeno zanemarjene. Daje zelo kakovostno olje, ki je po vonju sadnega 
karakterja. Plodovi so drobni; v času obiranja so črno vijolične barve. Oljnatost je zelo 
visoka, okoli 22 % mase oljk. Velja za eno zgodnejših sort. Opraševalci so Leccino, Maurino 
in Rosciola (Agromin, 2020).  
 
 
2.1.5 Leccio del Corno 
 
Sorta Leccio del Corno (v nadaljevanju LDC) je "novejšega" izvora; pridobljena je leta 1929 
na kmetiji, imenovani Corno (priimek gospodarja) po mrazu, ki je uničil druge oljke, 
medtem ko se ime Leccio nanaša na ime italijanske občine. Plodovi so drobnejši in pozno 
dozorevajo; v času obiranja prehaja barva od zelene do vijoličaste. Olje te sorte ima dobre 





Najbolj sprejeta definicija antioksidanta je "snovi, prisotne v nizkih koncentracijah glede na 
oksidiran substrat, ki znatno upočasnijo ali preprečijo oksidacijo tega substrata" (Gutteridge 
in Halliwell, 1994).  
 
Antioksidanti ščitijo ključne celične sestavine, saj preprečujejo škodljive učinke prostih 
radikalov. Celice nenehno proizvajajo proste radikale kot del svojih presnovnih procesov. 
Prosti radikali so zelo nestabilne kemične strukture, ki imajo v zunanji orbitali neparni 
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elektron. Visoka kemična reaktivnost izvira iz potrebe po doseganju stabilnosti 
elektronskega para. Zato radikali reagirajo z razpoložljivimi molekulami, kar vodi k tvorbi 
novega prostega radikala. Tako te molekule postanejo nestabilne zvrsti in še naprej reagirajo 
z drugimi molekulami v okolju, kar povzroči poškodbe celičnih komponent (Stanković in 
Radovanović, 2012). 
 
Antioksidant reagira s temi prostimi radikali in prekine verižno reakcijo z odstranjevanjem 
prostih radikalov in zavira druge oksidacijske reakcije. Način preprečevanja oksidacije je 
odvisen od vrste antioksidanta. Glede na izvor delimo antioksidante na endogene, ki jih 
organizem proizvede sam, in eksogene, ki jih zaužijemo s hrano. Katalaza, superoksid 
dismutaza in glutation peroksidaza so encimi z antioksidativno vlogo v telesu; drugo linijo 
antioksidativne obrambe sestavljajo prehranske sestavine, kot so fenolne spojine in njihovi 
derivati ter esencialna mikrohranila, vitamin E in C, karotenoidi, selen in podobno (Papas, 
1999). 
 
Antioksidanti lahko delujejo po enotnih ali kombiniranih mehanizmih. Glede na njihovo 
delovanje so razvrščeni v tri skupine (Gutteridge in Halliwell, 1994): 
 
1. Primarni antioksidanti zavirajo tvorbo prostih radikalov, nevtralizirajo že ustvarjene 
proste radikale in preprečujejo njihovo vstopanje v verižne reakcije ter tako 
sodelujejo pri preprečevanju morebitnih poškodb makromolekul. Mednje sodijo 
predvsem fenoli. 
 
2. Sekundarni antioksidanti; njihova značilnost je, da vežejo kovinske ione, ki so 
katalizatorji oksidacije (citronska kislina, EDTA, fitinska kislina), odvzemajo kisik 
iz medija (odjemalci kisika, kot so askorbinska kislina, flavonoidi kot skupina 
fenolov, karotenoidi), razgrajujejo perokside do komponent, ki niso radikali ter 
absorbirajo UV-svetlobo. Poimenujemo jih tudi sinergisti.  
 
3. Terciarni antioksidanti so snovi, ki popravljajo poškodbe molekul, ki jih povzročajo 
prosti radikali (npr. metionin sulfoksid reduktaza). 
 
 
Antioksidativno sposobnost različnih delov drevesa oljk pripisujemo predvsem prisotnosti 
fenolnih spojin ter podskupini flavonoidov. Učinkovitost v bioloških sistemih je povezana 
predvsem s preprečevanjem oksidativnega stresa s posledičnimi zdravstvenimi koristmi. 
Nekatere študije kažejo, da imajo fenolne spojine, če so skupaj v ekstratku oljčnega lista, 
sinergističen učinek na antioksidativno sposobnost v primerjavi z učinki posameznih spojin 
(Xie in sod., 2015a). 
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Obstaja več posameznih flavonoidov, ki jih vsebujejo ekstrakti oljčnih listov, ki pa niso 
prisotni v plodu oljk. Dve spojini, prisotni samo v listih, sta apigenin in luteolin, za kateri 
predvidevajo, da imata protirakave lastnosti. Tudi struktura fenolov v plodovih in listih se 
razlikuje. Fenolne spojine v izvlečkih oljčnih listov so glukozilirane v večji meri kot v 
izvlečkih iz plodov. Domnevajo, da imajo boljšo biološko vrednost ravno zaradi prisotnosti 
glukoze. Raziskave kažejo, da je pomembna značilnost olevropeina in hidroksitirozola, da 
ločujejo tumorske celice od običajnih, torej zavirajo proliferacijo in povzročajo apoptozo 
samo tumorskih celic (Boss in sod., 2016). 
 
 
2.3 FENOLNE SPOJINE 
 
Fenolne spojine so najpomembnejši v vodi topni antioksidanti, ki jih najdemo v rastlinah 
(Macheix in sod., 1990). Ti sekundarni rastlinski metaboliti vsebujejo aromatski (benzenov) 
obroč in eno ali več hidroksilnih (-OH) skupin. Zaradi hidroksilnih skupin in nenasičenih 
dvojnih vezi se zlahka oksidirajo. 
 
Antioksidativne lastnosti fenolnih spojin so posledica njihove zaščitne vloge pred prostimi 
radikali, saj jih lahko nevtralizirajo in zmanjšajo tveganje za številne bolezni. Zaščitna vloga 
polifenolov v bioloških sistemih se pripisuje predvsem njihovi antiradikalski aktivnosti, oz. 
njihovi sposobnosti lovljenja prostih radikalov. Poleg te aktivnosti kažejo polifenoli 
sposobnost tvorbe kompleksov z ioni prehodnih kovin (Fe2+, Cu2+, Zn2+, Mg2+). Ta večkratni 
zaščitni učinek je odgovoren za splošno učinkovitost polifenolnih spojin, ki jih skupaj 
imenujemo antioksidativno delovanje (Rice-Evansi in sod., 1997). 
 
Tako oljke kot tudi oljčni listi ter poganjki so bogat vir fenolnih spojin, saj vsebujejo kar 1–
3 % teh spojin glede na skupno maso. Glavne fenolne spojine oljčnih listov lahko razdelimo 
v 5 skupin, in sicer: 
 
• olevropeozidi (olevropein, verbaskozid), 
• flavoni (luteolin, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid), 
• flavonoli (rutin, kvercetin, kempferol), 
• flavan-3-ol (katehin), 
• substituirani fenoli (tirozol, hidroksitirozol, vanilna kislina, kavna kislina) 
(Benavente-Garcia in sod., 2000; Özcan in Matthäus, 2017).  
 
Na sliki 2 imamo prikazane primere fenolnih spojin prisotnih v oljčnih listih, ki so jih 
Talhaoui in sod. (2015) podelili v 3 skupine: sekoiridoide, flavonoide in enostavne fenole. 
Istočasno na sliki niso prikazane kemijske strukture nekaterih spojin (npr. verbaskozid, 
kempferol), ki jih Benavente-Garcia in sod. (2000), ter Özcan in Matthäus (2017) navajajo 
v svoji delitvi fenolnih spojin. 
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Slika 2: Primeri struktur fenolnih spojin v oljčnih listih (Talhaoui in sod., 2015). 
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Med fenolnimi spojinami je v listih v največji koncentraciji prisoten olevropein; sledijo mu 
hidroksitirozol, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid in verbaskozid, (derivat 
hidroksitirozola in kavne kisline) (Vogel in sod., 2015). Čeprav te spojine tvorijo osnovo 
fenolno sestavo oljčnega lista, se lahko njihova vsebnost razlikuje glede na sorto, podnebne 
pogoje, vsebnost vlage, stopnjo onesnaženosti in uporabljene procese priprave (sušenje, 
ekstrakcija) (Abaza in sod., 2015). 
 
Olevropein sta leta 1908 odkrila Burquelot in Vintilesco (Sahin in Bilgin, 2018). Ta glikozid 
je spojina hidroksitirozolnega estra elenolne kisline, ki je povezana tudi z β-D-glukopiranozo 
(slika 2). Spada v skupino sekoiridoidov, sekundarnih metabolnih terpenov, ki tvorijo 
približno 85 % vseh oljčnih polifenolov. Med rastjo in zorenjem oljčnih plodov je olevropein 
podvržen kemijskim in encimskim reakcijam hidrolize endogenih esteraz in β-glukozidov, 
kar se nadaljuje v času razvoja listov in plodov. Je veliko bolj razširjen v oljčnih listih kot v 
oljčnem olju (Bulotta in sod., 2013).  
                                   
Med zorenjem oljk se zmanjša količina olevropeina zaradi hidrolize, ki daje fenolne spojine 
z manjšo molekulsko maso. Istočasno pride tudi do zmanjševanja skupne količine fenolnih 
spojin in α-tokoferola. Kljub omejenemu zmanjševanju preostane pri zelenih sortah oljk še 
vedno znatna količina olevropeina. Amiot in sod. (1989) poročajo, da je količina olevropeina 
v črnih sortah precej manjša kot pri zelenih sortah; pri nekaterih sortah črnih oljk lahko 





Flavonoidi so polifenolne spojine, ki jih najdemo v rastlinah in so sestavljene iz petnajstih 
ogljikovih atomov (C6-C3-C6) (slika 3). Derivati so benzo-γ-pironi. Razlike v strukturi 
heterocikličnega obroča, kot tudi oksidacijsko stanje in funkcionalne skupine, razvrščajo 
flavonoide nadalje kot flavonole, flavone, flavanone, flavan-3-ole (slika 2) in antocianine 
(Del Rio in sod., 2013). 
 
Med seboj se razlikujejo po položaju obroča B, številu in položaju hidroksilnih in metoksi 
skupin, prisotnosti karbonilne skupine na atomu C4, oksidacijskemu stanju obroča C ter 
vrsti, številu in položaju sladkorjev, ki so vezani na strukturo aglikona (Smolčić-Bubalo, 
2007). 
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Slika 3: Osnovna struktura flavonoida (Abram, 2000) 
 
 
Flavonoidi sestavljajo največjo skupino polifenolnih spojin in imajo dokazano 
antioksidativno in antiradikalno delovanje. Zelo dobro nevtralizirajo proste radikale, zato se 
v živilski in farmacevtski industriji pogosto uporabljajo kot antioksidanti in učinkovine s 
preventivnim delovanjem. V rastlinah delujejo antioksidativno, protimikrobno, kot 
fotoreceptorji in sredstva za pritegnitev pozornosti ter zaščita pred UV žarki. Zaradi 
omenjenih dejstev so to najbolj koristne fitokemikalije, ki jih najdemo v hrani (Kazazić, 
2004). 
 
Flavonoli (slika 2) so najbolj razširjeni flavonoidi v živilih, pri čemer sta najbolj zastopana 
kempferol in kvercetin. Na splošno sta obe spojini prisotni v razmeroma nizkih 
koncentracijah. Najbogatejši viri flavonolov so čebula, ohrovt, brokoli, jabolka in borovnice; 
v precejšnji količini jih lahko vsebujejo tudi rdeče vino in nekatere vrste čaja (Rathee in sod., 
2009). 
 
V sadju in zelenjavi so flavoni (slika 2) veliko manj zastopani; najbolj izstopata apigenin in 
luteolin. Spojini sodelujeta v zaznavanju okusa in barve pri številnih rastlinskih vrstah 
(Smolčić-Bubalo, 2007). 
 
Flavan-3-oli (slika 2) so prisotni v številnih vrstah sadja, čaju, kakavu in čokoladi. So najbolj 
raznolika skupina flavonoidov, saj se nahajajo v širokem razponu od enostavnih monomerov 
(epikatehin in katehin) preko oligomerov do polimernih proantocianidinov, znanih tudi kot 
kondenzirani tanini (Del Rio in sod., 2013). 
 
 
2.4 EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH KOMPONENT 
 
Ekstrakcija je prenos snovi iz trdne ali tekoče faze v topilo, ki se ne meša s to fazo, torej 
mora biti želena snov v tem topilu bolj topna kot v začetni fazi. Ekstrakcija bioaktivnih 
komponent iz rastlinskih surovin je prvi korak v pripravi bioaktivnih komponent za 
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proizvodnjo prehranskih dopolnil, sestavin živilskih izdelkov, farmacevtskih izdelkov in 
kozmetike. V skladu s tem imata razvoj in posodobitev tehnik priprave vzorcev pomembno 
vlogo pri proizvodnji visoko kakovostnih izdelkov (Rapić, 2008).  
 
Ker se polarnost fenolnih spojin bistveno razlikuje, idealna tehnika za ekstrakcijo vseh 
fenolnih komponent še ni razvita. Pri raziskovanju različnih tkiv oljčnega drevesa 
najpogosteje uporabljajo za ekstrakcijo fenolov topila, kot so voda, etanol, metanol, aceton 
in alkoholne mešanice (Abaza in sod, 2015). 
 
Zaradi svoje topnosti se fenolne spojine najpogosteje ekstrahirajo z mešanico alkohola 
(metanol, etanol) in vode ter ločijo in kvantitativno ovrednotijo s tekočinsko kromatografijo 
visoke ločljivosti (ang. High performance liquid chromatography, HPLC). Za HPLC analizo 
se najpogosteje uporablja kombinacija dveh ali več topil za doseganje boljše ločljivosti in 
prepoznavanja posameznih fenolnih komponent (Mansoor, 2002). 
 
Kot omenjajo raziskave, se izvajajo še naslednji postopki ekstrakcije: ekstrakcija z 
ultrazvokom, superkritična CO2 ekstrakcija, ekstrakcija s pomočjo mikrovalovne pečice in 
visokotlačna ekstrakcija. Pomembne prednosti teh novih tehnik so zmanjšanje volumna 
topila in izboljšana učinkovitost ekstrakcije. Glede na namen raziskave se izvede 
optimizacija sodobnih tehnik ekstrakcije (Abaza in sod., 2015). 
 
 
2.4.1 Ultrazvočna ekstrakcija 
 
Uporaba ultrazvoka je pogosta v industriji. Njegova uporaba pri obdelavi različnih vzorcev 
je vse večja. Ta tehnika je učinkovito orodje za široko komercialno uporabo (emulgiranje, 
homogenizacija, ekstrakcija in podobno). Veliko pozornosti je bilo namenjeno uporabi 
ultrazvoka pri ekstrakciji bioaktivnih snovi, ki običajno po klasičnih metodah traja zelo 
dolgo. Mehanski učinki ultrazvoka zagotavljajo večjo penetracijo topil v celične 
komponente in izboljšujejo prenos mase zaradi učinka mikropretokov. To daje dodatno 
prednost uporabi ultrazvoka v ekstrakcijskih postopkih – poruši steno bioloških celic in s 
tem sprosti vsebino celic v okolje (Picó, 2013). 
 
Poleg tega lahko povišane temperature povečajo difuzijo in topnost polifenolov, kar 
posledično poveča hitrost njihove ekstrakcije (Şahin in Şamli, 2013). Vendar pa lahko 
temperatura vpliva na sestavo ekstrakta oljčnih listov, kar je povezano z razgradnjo 
termolabilnih spojin. Kot je razvidno iz literature, je bila večina dela v povezavi z 
ultrazvočno ekstrakcijo opravljena z uporabo ultrazvočne sonde in ultrazvočne kopeli 
(Japón-Luján in sod., 2006). 
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Xie in sod. (2015b) so raziskovali ekstrakcijo olevropeina iz oljčnih listov s pomočjo 
ultrazvoka in dokazali, da je ekstrakcija s pomočjo ultrazvoka učinkovit način za izolacijo 
bioaktivnih sestavin. 
 
Chemat in sod. (2004) so opazili poslabšanje kakovosti jedilnih olj zaradi ultrazvočne 
obdelave. Zlasti višja temperatura (60 °C) ultrazvočne ekstrakcije je povzročila nezaželene 
spremembe sončničnega olja. Ravno nasprotno pa so Japón-Lujánin in sod. (2006) pokazali, 
da zvišanje temperature pri ultrazvočni ekstrakciji ni zmanjšalo vsebnosti olevropeina v 
ekstraktu. Zato so potrebne dodatne študije ekstrakcije bioaktivnih komponent pri višjih 
































Polak I. Fenolne spojine in antioksidativni potencial v listih in lesnih poganjkih oljke. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021 
13 




3.1.1 Listi in enoletni lesni poganjki oljke (Olea europaea L.) 
 
Za analize smo uporabili liste in enoletne poganjke petih različnih sort oljke, Maurino, 
Leccino, Belica, Pendolino in Leccio del Corno (LDC). Vzorce omejenih sort smo pobirali 
na področju Trsta (Italija) v mesecu septembru leta 2018. Po pobiranju smo vzorce posušili 
na zraku. Iz celotne količine listov (500 g) in poganjkov (1000 g) smo odvzeli cca. 100 g, 
jih prelili s tekočim dušikom in zmleli z laboratorijskim mlinom (IKA, Nemčija). Zmlete 
vzorce smo skladiščili pri –18 °C do ekstrakcije. 
 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Za raziskavo smo potrebovali: 
 
• analitsko tehtnico (Mettler Toledo),  
• avtomatske pipete,  
• bučke, 
• bučke za rotavapor, 
• centrifugo (Avanti JXN-26, ZDA),  
• centrifugo (Eppendorf, 5415, Kanada),  
• centrifugirke (15 in 50 mL),  
• čaše, 
• filter papir (0,45 mm), 
• kapalke, 
• kivete (2 mL),  
• magnetno mešalo, 
• merilni valj, 
• mlin (IKA, A11 basic, Nemčija),  
• mikrocentrifugirke (2 mL),  
• rotavapor (V850, Buchi), 
• semi mikro kivete, 
• stekleničke, 
• steklene epruvete, 
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• stojala za epruvete in mikrocentrifugirke,  
• stresalnik (EV-403, Slovenija),  
• sušilnik (Termoproc),  
• štoparico,  
• tehtnico (CENTRIC, 322A), 
• tehtiče,  
• termoblok (Dry bath system, Star LAB), 
• ultrazvočno kopel (Sonis Pio), 
• UV-VIS spektrofotometer (ceci, CE 2021, Anglija),  
• vialo, 





• acetonitril ≥ 99 % (Digma Aldrich, ZDA), 
• aluminijev (III) klorid (AlCl3) (Fluka, Švica), 
• DPPH· reagent (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
• emulgator Tween 20 (Sigma, Nemčija), 
• Folin-Ciocalteu reagent (Merck KGaA, Nemčija), 
• kalijev acetat (CH3COOK) (Merck, Nemčija), 
• kloroform (Merck KgaA, Nemčija), 
• klorogenska kislina (Merck KGaA, Nemčija), 
• kvercetin (Fluka, Švica), 
• linolna kislina  ≥ 99 % (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
• metanol 100 % (CH₃OH, Merck KGaA, Nemčija), 
• mravljična kislina ≥ 98% (Honeywell Fluka, ZDA), 
• natrijev karbonat (Na₂CO₃) (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
• troloks (Sigma-Aldrich, Nemčija), 
• β-karoten (Sigma-Aldrich, Nemčija). 
 
 
3.1.3.1 Priprava reagentov 
 
• 0,2 mM raztopina DPPH· reagenta: zatehtali smo 3,9 mg DPPH· v falkonko in dodali 
10 mL metanola; izhodno raztopino DPPH· reagenta smo razredčili z metanolom v 
razmerju 1:4. 
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• Folin-Ciocalteu reagent: pred uporabo smo ga razredčili z destilirano vodo v 
razmerju 1:2.  
• 20 % (w/v) raztopina Na2CO3: zatehtali smo 20 g Na2CO3 v čašo, dodali malo 
destilirane vode in mešali z magnetnim mešalom, dokler se ni raztopil. Vsebino smo 
prenesli v 100 mL bučko in dopolnili z destilirano vodo do oznake.  
• 1 M raztopina CH3COOK: zatehtali smo 9,845 g CH3COOK in raztopili v 10 mL 
destilirane vode. Vsebino smo kvantitativno prenesli v 100 mL merilno bučko in 
dopolnili z destilirano vodo do oznake. 
• 10 % (w/v) raztopina AlCl3: zatehtali smo 1 g AlCl3  in raztopili v 5 mL destilirane 






3.2.1 Priprava izvlečkov fenolnih spojin iz listov in poganjkov oljk 
 
V 50 mL centrifugirke smo zatehtali 0,5 g zmletih listov oz. poganjkov oljke, dodali 25 mL 
metanola in v ultrazvočni kopeli ekstrahirali 30 min pri 60 °C. Po končani ekstrakciji smo 
vzorce še centrifugirali 10 min pri 8000 obratih/min. Supernatant smo prelili v 2 mL 
mikrocentrifugirke in vsebino ponovno centrifugirali 3 minute pri 13200 obratih/min. Ta 
supernatant je predstavljal izvleček fenolnih spojin iz različnih sort listov in poganjkov oljk, 
ki smo ga uporabili za nadaljnje analize. Do analize smo izvlečke hranili pri -18 °C. 




3.2.2 Folin-Ciocalteujeva metoda 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin (v nadaljevanju TPC) v listih in lesnih poganjkih oljke 
smo določali po metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981). 
 
 
3.2.2.1 Umeritvena krivulja za metodo Folin-Ciocalteu 
 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili raztopino klorogenske kisline (9,6 mM). 
Raztopino smo pripravili tako, da smo zatehtali 3,4 mg klorogenske kisline v 10 mL bučko, 
dodali z metanol, postavili v ultrazvočno kopel, da se je kislina popolnoma raztopila ter 
dopolnili z metanolom do oznake. Vsebino bučke smo dobro premešali. V epice smo 
odpipetirali različne volumne (Vp) izhodne raztopine klorogenske kisline in metanola do 
100 μL. Dodali smo 1300 μL destilirane vode, 300 μL Folin-Ciocalteujevega reagenta in 
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premešali. Po 5 min smo dodali 300 μL 20 % Na₂CO₃ ter 60 min kasneje vsebino 
mikrocentrifugirk prenesli v 2 mL PS kivete in izmerili absorbanco proti slepemu vzorcu pri 
765 nm (A765). Za slepi vzorec smo postopali kot pri vzorcih, le raztopino klorgenske kisline 
smo nadometili z metanolom. 
 
Preglednica 1 nam prikazuje odmerjene volumne pri pripravi umeritvene krivulje za Folin-
Ciocalteujevo metodo. 
 
Preglednica 1: Odmerjeni volumni pri pripravi umeritvene krivulje s klorogensko kislino za Folin-      
Ciocalteujevo metodo 












1 10 90 1300 300 300 
2 30 70 1300 300 300 
3 50 50 1300 300 300 
4 70 30 1300 300 300 
5 90 10 1300 300 300 
 
 
Slika 4 podaja odvisnost A765 od masne koncentracije klorogenske kisline v reakcijski 
mešanici. Slika nam prikazuje umeritveno krivuljo, ki smo jo izrisali iz povprečja A765, 




Slika 4: Umeritvena krivulja s klorogensko kislino za Folin-Ciocalteujevo metodo 
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Z uporabo linearne regresijske analize smo določili smerni koeficient premice (k = 0,0775). 
 
 
3.2.2.2 Analiza vzorcev s Folin-Ciocalteujevo metodo 
 
Pri analizi vzorcev (v 3 ponovitvah) smo postopali na enak način kot pri pripravi umeritvene 
krivulje, le da smo namesto raztopine klorogenske kisline odpipetirali 100 μL ustrezno 
vnaprej razredčenega izvlečka.  
 
Vrednost TPC smo izračunali na osnovi enačbe umeritvene krivulje; rezultate pa smo izrazili 
kot ekvivalent klorogenske kisline. 
 
 
Masno koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski mešanici (γrm.) smo izračunali s pomočjo 
zveze med izmerjeno A765 in vrednostjo k:  
 
γrm.= A765 / k                                                                                                                                ...(1) 
 
 
S pomočjo masne koncentracije fenolnih spojin v reakcijski mešanici in volumna reakcijske 
mešanice (Vrm.) smo izračunali maso fenolnih spojin v mešanici (mrm.). 
 
mrm.= γrm. x Vrm.                                                                                                                         ...(2) 
 
 
Iz mase fenolnih spojin v reakcijski mešanici in upoštevanega razredčitvenega faktorja (R) 
in volumna odpipetirane raztopine razredčenega ekstrakta (Vpip.) smo izračunali masno 
koncentracijo fenolnih spojin v izhodni raztopini ekstrakta (γizh.):  
 
γizh.= (mrm. / Vpip.) x R                                                                                                                 ...(3) 
 
 
S pomočjo masne koncentracije skupnih fenolnih spojin v izhodni raztopini ekstrakta in 
celotnega volumna ekstrakta (Vizh.) smo izračunali maso v analiziranem vzorcu listov oz. 
lesnih poganjkov oljke (mizh.):  
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Vrednost TPC v listih oz. lesnih poganjkih oljke mo izrazili v ekvivalentih klorogenske 
kisline kot masa klorogenske kisline na gram sveže snovi (mg KK/g MS): 
 
mg KK/g MS = mizh. / mvzorca                                                                                                              ...(5)  
 
 
Iz mase klorogenske kisline, podane na svežo snov (mg KK/g MS) in deleža suhe snovi v 
vzorcu (% SS) smo rezultate za TPC lahko izrazili kot ekvivalent klorogenske kisline na 
gram suhe snovi vzorca (mg KK/g SS):  
 
mg KK/g SS =  (mg KK/g MS) / % SS) x 100 %                                                                                   ...(6) 
 
 
3.2.3 Določanje vsebnosti skupnih flavonoidov 
 
Vsebnost skupnih flavonoidov (v nadaljevanju TFC) v listih in lesnih poganjkih oljke smo 
določali s kolorimetrično metodo z AlCl3, ki sta jo opisala Lin in Tang (2007). 
 
 
3.2.3.1 Priprava umeritvene krivulje s kolorimetrično metodo z AlCl3 
 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili raztopino kvercetina (150 mg/L) v metanolu. 
Raztopino smo pripravili tako, da smo zatehtali 15 mg kvercetina v 100 mL bučko in 
dopolnili do oznake metanolom. Umeritveno krivuljo smo pripravili s petimi različno 
razredčenimi raztopinami kvercetina, ki smo jih pripravili z razredčevanjem izhodne 
raztopine. Za posamezno točko umeritvene krivulje smo v 10 mL epruveto odmerili 250 μL 
ustrezno razredčene raztopine kvercetina (oz. za slepi vzorec 250 μL destilirane vode), 750 
μL metanola, 50 μL 10 % (w/v) raztopine AlCl3, 50 μL 1 M raztopine CH3COOK in na 
koncu dodali še 1,4 mL destilirane vode. Reagente smo premešali na mešalniku in inkubirali 
na sobni temperaturi 40 minut. Po pretečeni inkubaciji smo vzorce premešali, prelili v 2 mL 
epice in centrifugirali 5 min pri 13200 obr/min. Vzorce smo prelili v semi mikro PS kivete 
in izmerili absorbanco pri 415 nm (A415).  
 
 
Slika 5 podaja odvisnost A415 od koncentracije kvercetina v reakcijski mešanici. To je 
umeritvena krivulja, ki smo jo izrisali iz povprečja vrednosti A415, določenih v 3 paralelkah. 
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Slika 5: Umeritvena krivulja s kvercetinom za določanje flavonoidov 
 
 
Z linearno regresijsko analizo smo določili smerni koeficient premice (k = 0,00707). 
 
 
3.2.3.2 Analiza vzorcev s kolorimetrično metodo z AlCl3 
 
Pri analizi vzorcev (v 3 ponovitvah) smo postopali na enak način kot pri pripravi umeritvene 
krivulje, le da smo namesto raztopine kvercetina odpipetirali 250 μL pripravljenega izvlečka. 
 
Vsebnost TFC v listih in lesnih poganjkih oljk smo izračunali podobno kot vsebnost fenolnih 
spojin. Vsebnost TFC smo ga izrazili v ekvivalentih kvercetina kot masa kvercetina na gram 
suhe snovi (mg KV/g SS). 
 
 
3.2.4 DPPH· metoda  
 
Antioksidativni potencial (AOP) listov in lesnih poganjkov oljk smo določali z metodo, kot  
jo je opisala Brand-Williams s sodelavci (1995). 
 
 
3.2.4.1 Priprava umeritvene krivulje za DPPH· metodo  
 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili 1 mM izhodno raztopino troloksa v metanolu. 
Izhodno raztopina troloksa smo pripravili tako, da smo zatehtali 2,5 mg troloksa, ga prenesli 
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v 10 mL bučko ter dopolnili z metanolom do oznake in premešali. V 2 mL 
mikrocentrifugirke smo odmerili ustrezen Vp raztopine troloksa in dodali 1000 μL raztopine 
DPPH·. Po 60 min inkubaciji na sobni temperaturi smo vsebino mikrocentrifugirk prenesli 
v 2 mL PS kivete in izmerili absorbanco pri 517 nm (A517) proti slepemu vzorcu. Za slepi 
vzorec smo uporabili metanol. Kontrolni vzorec (referenčna raztopina) je vseboval 1000 μL 
raztopine DPPH· in 1000 μL metanola.  
 
Preglednica 2 nam prikazuje odmerjene volumne pri pripravi umeritvene krivulje za DPPH· 
metodo. 
 
Preglednica 2: Odmerjeni volumni pri pripravi umeritvene krivulje s troloksom za DPPH· metodo 




Vp raztopine DPPH∙ 
(μL) 
1 10 990 1000 
2 30 970 1000 
3 50 950 1000 
4 70 930 1000 
5 90 910 1000 
 
 
Za izris umeritvene krivulje smo najprej izračunali zmanjšanje A517 vzorca glede na A517 
referenčne raztopine (ΔA): 
 
ΔA517 = A517 referenčna raztopina – A517 vzorca                                                                                                                                                       ...(7) 
 
 
Vrednost za A517 vzorca ustrezno pade glede na A517 referenčne raztopine, ker molekule 
troloksa reagirajo z DPPH· radikali, medtem ko referenčna raztopina vsebuje maksimalno 
koncentracijo prostih DPPH· radikalov. Sprememba A517 je sorazmerna z AOP vzorca.  
 
 
Slika 6 podaja odvisnost ΔA517 od masne koncentracije troloksa v reakcijski mešanici. Slika 
prikazuje umeritveno krivuljo, ki smo jo izrisali iz povprečja ΔA517, določenih v 3 
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Slika 6: Umeritvena krivulja s troloksom za DPPH∙ metodo 
 
 
3.2.4.2 Analiza vzorca za DPPH·metodo  
 
Izvlečke iz listov in lesnih poganjkov oljk smo analizirali v treh ponovitvah. Pri analizi 
vzorcev smo postopali na enak način kot pri pripravi umeritvene krivulje, le da smo namesto 
raztopine troloksa odpipetirali 100 μL ustrezno razredčenega izvlečka. Vrednosti za AOP 
listov in poganjkov oljk smo izračunali podobno kot vsebnost skupnih fenolnih spojin in 
izrazili v ekvivalentih troloksa kot masa troloksa na gram suhe snovi (mg troloksa/g SS). 
 
 
3.2.5 Razbarvanje β-karotena 
 
Določitev antioksidativne učinkovitosti izvlečkov listov in enoletnih poganjkov oljk je bila 
določena po rahlo spremenjeni metodi Moure in sod. (2000). Metoda temelji na razbarvanju 
β-karotena v vodni emulziji. 
 
 
Najprej smo pripravili raztopino β-karotena v kloroformu. V rjavo stekleničko smo zatehtali 
2 mg β-karotena in dodali 5 mL kloroforma ter premešali.  
 
Za pripravo emulzije z β-karotenom smo odpipetirali 1 mL pripravljene raztopine β-
karotena, dodali 20 μL linolne kisline in 200 μL emulgatorja Tween 20. Vsebino smo 
premešali in nato z rotavaporjem odparili kloroform. K preostanku po odparevanju smo 
dodali 50 mL destilirane vode in stresali 5 min. V epruvete smo odpipetirali 5 mL tako 
pripravljene rumeno oranžne emulzije in dodali 200 μL metanolne raztopine vzorca, to je 
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ustrezno razredčenega izvlečka iz listov oz. lesnih poganjkov oljk. Koncentracija fenolnih 
spojin v reakcijski mešanici je znašala 3,85 mg/L. 
 
Pripravili smo tudi kontrolni vzorec, ki je namesto raztopine vzorca vseboval metanol. Poleg 
kontrolnega vzorca smo pripravili tudi slepi vzorec, tako da smo pripravili slepo emulzijo 
po zgoraj opisanem postopku brez dodatka β-karotena. 
 
Absorbanco smo izmerili pri 470 nm (A470) proti slepemu vzorcu takoj po pripravi (t = 0 
min) in nato vzorce pripravljene emulzije postavili za 120 min v vodno kopel s temperaturo 
50 °C ter vsakih 30 min izmerili A470. Vsako določitev smo dva-krat ponovili. 
 
 
Antioksidativno učinkovitost v emulziji (AU) izračunamo na naslednji način: 
 
AU= (1- (Avz 470 (t=0) – Avz 470 (t=x)) / (Ak 470 (t=0) – Ak 470 (t=x))) x 100 %                              ... (8) 
 
 
Izraz Avz 470 (t=0) – Avz470 (t=x), pomeni obseg razbarvanja β-karotena v emulziji, ki vsebuje 
izvleček, medtem ko Ak 470 (t=0) – Ak 470 (t=x) pomeni obseg razbarvanega β-karotena v emulziji 
brez izvlečka, to je v kontrolnem vzorcu. 
 
 




Slika 7: Inkubacija emulzije  
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3.2.6 Posamezne fenolne spojine 
 
Posamezne fenolne spojine smo določali z uporabo HPLC analize. Analizo je izvedel 
akreditiran laboratorij Inštituta za oljkarstvo v Izoli. 
 
 
Pripravljene izvlečke fenolnih spojin ki smo jih skladiščili na -18 °C, smo temperirali na 
sobni temperaturi 30 min in jih potem centrifugirali 10 min pri 13 200 obratih/min. V 
nadaljevanju smo vzorce razredčili tako, da smo 2,5 mL raztopine prenesli v 25 mL bučko 
in dopolnili do oznake z destilirano vodo. Razredčen vzorec smo prefiltrirali skozi 0,45 μm 
najlonski filter. 
 
Pred začetkom analize smo pripravili mobilni fazi (A, B). Za pripravo mobilne faze A smo 
v 1000 mL vode dodali 1 mL mravljinčne kisline in tako pripravljeno raztopino prefiltrirali. 
Za 1 L mobilne faze B smo zmešali acetonitril in metanol v razmerju 1:1 ter raztopini dodali 
1 mL mravljinčne kisline in prefiltrirali. Analizo smo izvedli na sistemu HPLC (Infinity 
1260 Agilent), ki je sestavljen iz binarne črpalke G1312B, razplinjevalca G4225, 
avtomatskega vzorčevalnika ALS G1329B, termostata G1330B, termostatiranega nosilca 
kolone G4225A in detektorja DADG4212B. Za ločitev komponent smo uporabili 
reverznofazno kolono Luna z velikostjo delcev 5 μm in nosilcem PFP (2) z velikostjo por 
10 nm. Komponente smo kvantificirali na osnovi signala pri 280 nm z režo 4 nm, z 
upoštevanjem referenčnega signala pri 550 nm in režo 80 nm. Vse molekulske pike smo 
potrdili s pomočjo molekulskih pikov pridobljenih s QQQ masno selektivnim detektorjem 
(ionizacija ESI v negativnem načinu). Volumen injiciranja je znašal 20 μL, pri manj 
koncentriranih vzorcih pa 45 μL, s čimer smo dosegli večjo intenziteto signalov.  
 
Kot preizkusna metoda je bila uporabljena modificirana metoda COI/T.20/Doc. No. 29, 
kalibrirana na olevropein s kalibracijskim območjem 0,3 – 5 μg olevropeina na volumen 
vbrizga; R2=0,99991. Volumen vbrizga 20 μL; LOD (S/N=3) = 0,02 % (glede na metodo po 
farmakopeji); LOQ (S/N) = 0,06 % (glede na metodo po farmakopeji). 
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Preglednica 3: Asignacija aktivnih učinkovin 
Olevropein  Standard, [M-H] – 539 
Verbaskozid Standard, [M-H] – 623 
Olevrozid [M-H] – 539 
Ligstrozid [M-H] – 523 
2-hidroksi-olevropein  [M-H] – 555 
Hidroksitirozol glukozid– vsota obeh izomerov [M-H] – 315 
Hidroksitirozol  Standard, [M-H] – 153 
Luteolin-7-Glukozid [M-H] – 447 
Apigenin-7-Glukozid  [M-H] – 431 
Sekologanozid [M-H] – 389 
Luteolin  [M-H] – 285 
Apigenin  [M-H] – 269 
Eriodiktiol  [M-H] – 287 
Neidentificiran vrh z retencijskim časom cca. 31 min [M-H] – 303 
 
 





Slika 8: Pripravljeni izvlečki iz listov in poganjkov sorte Maurino za HPLC analizo 
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3.2.7 Določanje vsebnosti suhe snovi  
 
V predhodno stehtane tehtiče smo zatehtali 5 g homogeniziranega vzorca listov oz. lesnih 
poganjkov oljk. Vzorce smo sušili 5 ur pri temperaturi 105 ºC. Po končanem sušenju smo 
tehtiče z vzorci ohladili v eksikatorju in jih ponovno stehtali. Iz dobljenih vrednosti smo 
izračunali odstotek suhe snovi v vzorcu (w  (SS)).  
 
 
 w  (voda) = (izguba vode (g)/zatehta (g)) x 100 %                                                                   ...(9)  
 
 
w (SS) = 100 % - w (voda)                                                                                                       ...(10)  
 
 
3.2.8 Statistična analiza  
 
Pri določanju TPC, TFC, AOP je poskus potekal pri izvlečkih listov in lesnih poganjkov oljk 
za vsako sorto v 3 ponovitvah. Vsako ponovitev smo analizirali v 3 paralelkah. Vrednosti so 
podane kot povprečje ponovitev ± standardni odklon. Vrednosti AU v izvlečkih listov in 
lesnih poganjkov oljk so podane kot povprečje 2 paralelk 2 ponovitvah ± standardni odklon. 




Za statistično analizo vseh rezultatov smo uporabili program IBM SPSS Statistics 21. 
Analizirali smo primerjavo med sortami glede na preiskovani parameter oziroma vsebnost 
preiskovanih bioaktivnih komponent znotraj listov različnih sort ter poganjkov različnih 
sort. Primerjavo smo določali z uporabo ANOVA – post hoc DUNCAN. Z uporabo t-testa 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 SKUPNE FENOLNE SPOJINE 
 
Metoda Folin-Ciocalteu je analizna metoda z dobro ponovljivostjo za določitev skupnih 
polifenolov v bioloških materialih. Večja kot je izmerjena A765, večja je koncentracija 
fenolnih spojin v vzorcu. V ekstraktih, ki jih pridobimo iz različnih rastlinskih virov, se 
fenolne spojine razlikujejo po količini in vrsti. 
 
Na sliki 9 so prikazane vsebnosti skupnih fenolnih spojin, kot smo jih določili v posameznih 
vzorcih različnih sort listov in lesnih poganjkov oljk (mg KK/g SS) z ultrazvočno ekstrakcijo 
z metanolom pri 60 °C. 
 
 
Slika 9: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (TPC) v preiskovanih sortah listov in lesnih poganjkov oljk 
 
 
Stolpci za TPC listov z različno nadpisano črko (a-d) na sliki 9 pomenijo statistično značilno 
razliko v vsebnosti skupnih fenolnih spojin v listih med sortami (p ≤ 0,05). Stolpci za TPC 
lesnih poganjkov z različno nadpisano črko (a-d) pomenijo statistično značilno razliko v 
vsebnosti skupnih fenolnih spojin v lesnih poganjkih med sortami (p ≤ 0,05).  
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4.1.1 Vsebnost skupnih fenolnih spojin v listih oljk 
 
Glede na podatke, pridobljene s statistično analizo, vidimo, da med sortami Maurino in  
Leccino ni statistično značilnih razlik v vsebnosti skupnih fenolnih spojin. Listi sorte 
Maurino vsebujejo (48 ± 1) mg KK/g SS, listi sorte Leccino (47 ± 1) mg KK/g SS. 
 
Največjo TPC v listih smo s Folin-Cicalteujevo metodo določili pri sorti LDC. Le ta znaša 
(66 ± 1) mg KK/g SS. 
 
Razlike v vsebnosti fenolnih spojin, določene med omenjenimi sortami so posledica 
različnih genotipov. Različne študije, ki so jih izvedli na fenolnih spojinah v oljčnih listih, 
kažejo, da je genotip eden pomembnejših dejavnikov, ki prispeva k razlikam v vsebnosti 
fenolnih spojin. Orak in sod. (2019) so v svoji raziskavi izvedli ekstrakcijo fenolnih spojin 
na ta način, da so prah različnih sort oljčnih listov raztopili v zmesi metanol-voda (4:1) in 
postavili v vodno kopel (65 °C) za 15 min. Pri analizah so določili višje vrednosti od naših. 
Ugotovili so, da se vsebnost fenolnih spojin giblje v območju od 38 do 112 mg KK/g SS.  
 
Na uspešnost ekstrakcije fenolnih spojin v veliki meri vpliva način ekstrakcije. Ultrazvok in 
povečan učinek vibracijske homogenizacije in kavitacije lahko pospešita izločanje fenolov 
(Abbas in sod., 2013). Shirzad in sod. (2017) so preiskovali vsebnost fenolov in 
antioksidantov v oljčnih listih z uporabo ultrazvočne ekstrakcije. Kot topilo so uporabili 
zmes etanol/voda v različnem razmerju (25 – 75 %). Ekstrakcijo so izvedli pri različnih 
temperaturah (35 – 65 °C) za 5 – 15 min. Dokazali so, da ima čas ultrazvočne ekstrakcije 
pomembno vlogo pri doseganju višjih izkoristkov ekstrakcije. Ugotovitve so pokazale, da se 
je pri ultrazvočni metodi za enak učinek ekstrakcije čas ekstrakcije drastično zmanjšal v 
primerjavi z drugimi metodami ekstrakcije. Prav tako se je ekstrakcija pri visoki temperaturi 
(65 °C) izkazala za učinkovit dejavnik za skrajšanje časa ekstrakcije. Pri svoji analizi so 
prišli do rezultatov, da se vsebnost fenolov giblje v območju od 127 do 274 mg KK/g SS.  
 
 
4.1.2 Vsebnost skupnih fenolnih spojin v lesnih poganjkih oljk 
 
Pri določanju fenolnih spojin v lesnih poganjkih oljk smo dobili nekoliko drugačne rezultate 
kot pri listih. 
 
Največjo vrednost TPC smo določili v lesnih poganjkih pri sorti Pendolino ((39 ± 0,4) mg 
KK/g SS), medtem ko vsebuje sorta Maurino najmanj fenolnih spojin ((31 ± 2) mg KK/g 
SS). 
 
Če primerjamo vseh pet sort med sabo, lahko zaključimo, da razlika v vsebnosti fenolnih 
spojin v lesnih poganjkih ni tako velika kot pri listih.  
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4.1.3 Primerjava vsebnosti fenolnih spojin med listi in poganjki oljk 
 
Kot je bilo pričakovano, imajo pri večini sort listi oljk večjo vsebnost TPC v primerjavi s 
poganjki. Ta razlika je opazna predvsem pri sortah Pendolino, Maurino in najbolj pri sorti 
LDC, kjer je razlika v TPC vrednosti med listi in poganjki največja, saj je vrednost TPC v 
poganjkih le 50 % vrednosti TPC v listih.  
 
Issaoui in sod. (2012) so določali vsebnost fenolnih spojin v lubju in listih oljk, pri čemer so 
pripravili ekstrakte s pomočjo ekstrakcije z vodo. Rezultati kažejo, da je vsebnost 
bioaktivnih spojin v lubju večja. Avtorji so ugotovili, da je olevropein glavni antioksidant 
listov in lubja. 
 
 
4.2 SKUPNI FLAVONOIDI 
 
Flavonoidi so prepoznani kot ena največjih in najbolj razširjenih skupin rastlinskih 
sekundarnih metabolitov z izrazitimi antioksidativnimi lastnostmi (Corradini in sod., 2011). 
Metoda določanja skupnih flavonoidov z uporabo AlCl3 sodi med preproste, enostavno 
izvedljive metode z dobro ponovljivostjo, pri kateri se kot primeren standard pogosto 
uporablja kvercetin (Lin in Tang, 2007). 
 
 
Na sliki 10 so prikazane vsebnosti skupnih flavonoidov ki smo jih določili v posameznih 
vzorcih različnih sort listja in lesnih poganjkov oljk, izraženih kot mg KV/ g SS s 30 minutno 
ultrazvočno ekstrakcijo z metanolom pri 60 °C. 
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Slika 10: Vsebnost flavonoidov (TFC) v preiskovanih sortah listov in lesnih poganjkov oljk 
 
 
Stolpci za TFC listov z različno nadpisano črko (a-e) na sliki 10 pomenijo statistično 
značilno razliko v vsebnosti skupnih flavonoidov v listih med sortami (p ≤ 0,05). Stolpci za 
TFC lesnih poganjkov z različno nadpisano črko (a-d) pomenijo statistično značilno razliko 
v vsebnosti skupnih flavonoidov v lesnih poganjkih med sortami (p ≤ 0,05). 
 
 
4.2.1 Vsebnost flavonoidov v listih oljk 
 
Vrednosti TFC v preiskovanih oljčnih listih smo določili v območju od 46 mg KV/g SS do 
77 mg KV/g SS. Največjo vrednost TFC smo določili pri sorti LDC. Omenjena sorta ima 
med preiskovanimi sortami tudi največjo vsebnost skupnih fenolov. Najmanjšo vsebnost 
skupnih flavonoidov ima sorta Belica.  
 
Shirzad in sod. (2017) so poleg skupnih fenolnih spojin analizirali tudi skupne flavonoide in 
določili vsebnost v območju od 338 do 727 mg KV/g SS. Omenjeni avtorji so dokazali, da 
se vsebnost flavonoidov razlikuje od sorte, pogojev in časa rasti in je v vzorcih različna. 
Koliko od teh flavonoidov določimo z analizo je odvisno od postopka ekstrakcije. 
 
V številnih študijah so določali vsebnost bioaktivnih spojin glede na starost listov oljk in 
letni čas, v katerem so vzorčili liste. Tako so Wang in sod. (2018) dokazali, da je bila TFC 
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v aprilu v mladih listih (29 mg KV/g SS) višja kot julija (19 mg KV/g SS); najvišjo vsebnost 
(37 mg KV/g SS) so določili v starih listih, preden so odpadli. Do podobnih rezultatov so 
prišli tudi Brahmi s sodelavci (2013), kjer je bilo razvidno, da je vsebnost skupnih 
flavonoidov manjša, ko so listi še v fazi rasti.  
 
 
4.2.2 Vsebnost flavonoidov v lesnih poganjkih oljk 
 
Vsebnosti TFC v poganjkih oljk so v območju od 14 do 27 mg KV/g SS. Najvišjo vsebnost 
smo določili pri sorti Pendolino, ki znaša (27 ± 1) mg KV/g SS. To je za 47 % več od sorte 
Belica, ki med preiskovanimi sortami vsebuje najmanj flavonoidov ((14 ± 1) mg KV/g SS) 
v lesnih poganjkih oljk.  
 
Vsebnost flavonoidov se med sortama Leccino in Belica statistično značilno ne razlikuje.  
 
 
4.2.3 Primerjava vsebnosti flavonoidov v listih in poganjkih oljk 
 
Enako kot pri vsebnosti skupnih fenolov, vsebujejo listi oljk v primerjavi z lesnimi poganjki 
več skupnih flavonoidov. Največjo razliko med listi in lesnimi poganjki opazimo pri sorti 
LDC, kjer je vrednost TFC v poganjkih le 25 % vrednosti TFC v listih. Pri ostalih sortah je 
razlika manjša. V primerjavi s skupnimi fenoli je razlika med listi in poganjki v vsebnosti 
skupnih flavonoidov večja.  
 
 
4.3 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL 
 
Metoda DPPH· je preprosta, poceni in hitra. Njena naloga je določiti antioksidativni 
potencial različnih spojin z uporabo stabilnega DPPH· radikala. Meri sposobnost 
antioksidantov za "odstranjevanje" ali zajemanje oz. zmanjšanje vsebnosti radikalov s 
prenosom vodikovega atoma na radikal (Kedare in Singh, 2011). 
 
 
Na sliki 11 so prikazane dobljene vrednosti antioksidativnega potenciala, ki smo jih določili 
v posameznih vzorcih različnih sort listja in lesnih poganjkov oljk, podane v mg troloks/g 
SS s 30 minutno ultrazvočno ekstrakcijo z metanolom pri 60 °C. 
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Slika 11: Antioksidativni potencial (AOP) v preiskovanih sortah listov in lesnih poganjkov oljk 
 
 
Stolpci za AOP listov z različno nadpisano črko (a-e) na sliki 11 pomenijo statistično 
značilno razliko med sortami (p ≤ 0,05). Stolpci za AOP lesnih poganjkov z različno 
nadpisano črko (a-e) pomenijo statistično značilno razliko med sortami (p ≤ 0,05). 
 
 
4.3.1 Antioksidativni potencial listov oljk 
 
Iz slike 11 je razvidno, da ima največji AOP sorta LDC ((48 ± 1) mg troloks/g SS). Listi te 
sorte so imeli tudi največji TPC in TFC. Listi sorte Maurino imajo v primerjavi z ostalimi 
preiskovanimi sortami najmanjši AOP, ki znaša (25 ± 0,3) mg troloks/g SS.  
 
Brahmi in sod. (2013) so raziskovali vpliv časa obiranja na vsebnost fenolnih spojin in AOP 
listov in plodov oljk. Obiranje listov in plodov dveh različnih sort je potekalo oktobra 2009 
in januarja 2010. Rezultati kažejo, da je AOP odvisen od obdobja obiranja in se razlikuje 
med sortama. Študija kaže, da je AOP povezan z vsebnostjo in vrsto posameznih fenolnih 
spojin.  
 
Različno antioksidativno učinkovanje, kot tudi TPC in TFC izvlečkov lahko pripišemo tudi 
različni sposobnosti topil, da ekstrahirajo fenolne spojine. Vrsta ekstrahiranih fenolnih 
spojin in s tem antioksidativno učinkovanje sta odvisna od vrste in polarnosti ekstrakcijskega 
topila ter izolacijskih postopkov. Poleg tega je učinkovitost ekstrakcije in s tem povezano 
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antioksidativno učinkovanje pridobljenega ekstrakta odvisna od predpriprave vzorca pred 
ekstrakcijo. Zeitoun in sod. (2017) so pred ekstrakcijo uporabili postopke, kot je sušenje na 
soncu, sušenje v pečici in blanširanje, z namenom povečanje ravni bioaktivnih sestavin v 
oljčnih listih. Vrednost AOP so izrazili kot koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi, 
ki je potrebna za 50 % zmanjšanje vsebnosti DPPH· radikala (IC50). Ugotovili so, da so 
ekstrakti, ki so jih pridobili z metanolom, pokazali največji AOP svežih listov (IC50 = 
192,90 µg/mL), sledijo blanširani listi (IC50 = 212,67 µg/mL ), listi sušeni na soncu (IC50 
= 262,27 µg/mL) in listi sušeni v pečici (IC50 = 427,00 µg/mL). Na istih vzorcih je pokazal 




4.3.2 Antioksidativni potencial lesnih poganjkov oljk 
 
Enako kot v primeru TPC in TFC, sorta Pendolino z AOP, ki znaša (31 ± 1) mg troloks/g 
SS, prednjači pred ostalimi sortami. Najmanjši AOP, ki znaša (15 ± 0,7) mg troloks/g SS, 
ima sorta Maurino.  
 
Ko primerjamo izvlečke poganjkov vseh petih sort med seboj, vidimo, da se AOP lesnih 
poganjkov vseh sort med seboj statistično značilno razlikuje. 
 
 
4.3.3 Primerjava antioksidativnega potenciala listov in lesnih poganjkov oljk 
 
Glede na rezultate, ki so prikazani na sliki 11, lahko ugotovimo, da imajo listi večji AOP od 
poganjkov. Tudi v primeru TPC in TFC so listi pokazali večje vrednosti od poganjkov. Tako 
kot pri TPC in TFC je ta razlika najbolj opazna pri sorti LDC, kjer je znaša AOP poganjkov 
le 47 % vrednosti AOP listov. Pri ostalih sortah je ta razlika manjša.  
 
 
4.4 BELJENJE β-KAROTENA 
 
Analiza beljenja β-karotena v emulziji za ocenjevanje antioksidativne učinkovitosti je ena 
izmed pogostih metod, ki se uporabljajo na področju kemije živil. Model emulzije bolje 
odraža pogoje v prehranskih in bioloških sistemih kot preprosti testi, ki se najpogosteje 
izvajajo v homogenem mediju (raztopini). Veliko živil je v obliki emulzij. Antioksidanti pa 
se uporabljajo ne le za ohranjanje zdravja človeškega telesa, ampak tudi v živilski industriji 
za podaljšanje roka uporabnosti izdelkov (Shadidi in Zhong, 2015). 
 
Z uporabo metode beljenja β-karotena smo preverili, kakšna je AU izvlečkov iz listov in 
lesnih poganjkov v emulziji linolne kisline v vodi. Metoda temelji na sposobnosti lovljenja 
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alkilperoksilnega radikala (ROO∙), ki nastaja v sistemu emulzije linolne kisline v vodi ob 
prisotnosti β-karotena. Inkubacija poteka pri zvišani temperaturi, pri čemer β-karoten reagira 




β-karoten + ROO∙ → beljenje                                                                                          ... (11) 
 
 
Slika 12 predstavlja AU vrednosti določenih v posameznih vzorcih različnih sort listja in 
lesnih poganjkov oljk oz. razbarvanje β-karotena v emulziji s 30 minutno ultrazvočno 




Slika 12: Antioksidativna učinkovitost (AU) v emulziji v preiskovanih sortah listov in lesnih poganjkov oljk 
 
 
Stolpci za AU izvlečkov listov v emulziji z različno nadpisano črko (a-d) na sliki 12 
pomenijo statistično značilno razliko med sortami (p ≤ 0,05). Stolpci za AU izvlečkov lesnih 
poganjkov v emulziji z različno nadpisano črko (a-c) pomenijo statistično značilno razliko 
med sortami (p ≤ 0,05). 
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4.4.1 Antioksidativna učinkovitost izvlečkov listov v emulziji 
 
Največjo AU izvlečkov listov v emulziji linolne kisline v vodi smo določili pri sorti Leccino, 
ki znaša (32 ± 2) %. Najmanjšo AU pa pri sorti Maurino, ki znaša (19 ± 2) %. Za sorti 
Pendolino in LDC smo določili podobne AU vrednosti in s statistično analizo ugotovili, da 
se AU teh dveh sort statistično značilno ne razlikujeta. 
 
Ob primerjavi AU vseh sort med seboj opazimo, da razlike med sortami niso tako velike kot 
pri DPPH· metodi. 
 
Orak in sod. (2019) so poleg vsebnosti fenolov določali tudi antioksidativno delovanje 
izvlečkov oljčnih listov v emulziji linolenske kisline v vodi z metodo beljenja β-karotena. 
Dokazali so, da je bila razlika med ekstrakti, ki so jih pridobili iz različnih genotipov, glede 
na sposobnost zaviranja oksidacije manjša kot v drugih raziskavah. Po 180 min inkubacije 
je AU znašala med 50 % in 60 %. Vsi ekstrakti so imeli nižjo AU v primerjavi s sintetičnim 
antioksidantom (butiliran hidroksianizol).  
 
 
4.4.2 Antioksidativna učinkovitost izvlečkov lesnih poganjkov v emulziji 
 
Med izvlečki lesnih poganjkov je sorta Leccino pokazala največjo AU, ki znaša (28 ± 2) %. 
Statistična analiza je pokazala, da med sortama LDC in Pendolino ter med sortama Belica in 
Maurino ni statistično značilne razlike v AU.  
 
 
4.4.3 Primerjava antioksidativne učinkovitosti izvlečkov listov in lesnih poganjkov v 
emulziji 
 
Na podlagi rezultatov, ki so podani na sliki 12, lahko ugotovimo, da imajo izvlečki listov 
večjo AU v emulziji od izvlečkov lesnih poganjkov. Tudi pri vseh ostalih metodah smo za 
vzorce listov določili večje vrednosti kot za vzorce lesnih poganjkov. 
 
Pri sorti Belica je prišlo do največje razlike v AU med izvlečki listov in lesnih poganjkov, 
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4.5 VSEBNOST POSAMEZNIH FENOLNIH SPOJIN 
 
Za določanje posameznih fenolnih spojin smo uporabili HPLC (Infinity 1260 Agilent).  
 
V preglednici 4 so podane identificirane bioaktivne spojine ter njihove vsebnosti v listih in 
poganjkih preiskovanih sort oljk pripravljenih s 30 minutno ultrazvočno ektrakcijo z 
metanolom pri 60 °C. 
 
Vsebnost določenih fenolnih spojin smo izrazili v mg na g suhe snovi vzorca (mg/g SS). 
 
Preglednica 4: Fenolne spojine v listih in poganjkih oljk 
   
Vsebnost fenolnih spojin (mg/g SS) 
SPOJINE    Maurino Leccino Belica Pendolino LDC 
Hidroksitirozol glukozid Listi / 0,6±0,1a / 0,9±0,1a 3,9±0,3b 
  Poganjki / 0,3±0,0a / 0,5±0,0b / 
Sekologanozid  Listi 0,3±0,1a 0,3±0,0a 0,4±0,1a 0,6±0,2b 0,4±0,1a 
  Poganjki 0,2±0,2a / / 0,3±0,2a 0,1±0,2a 
Hidroksitirozol  Listi 1,2±0,2a 1,2±0,1a 1,5±0,1ab 1,6±0,2b 2,9±0,3c 
  Poganjki 0,5±0,1a 0,4±0,1a 0,6±0,1b 0,7±0,1c 0,5±0,0ab 
2-Hidroksi-olevropein  Listi 3,1±0,2c 2,5±0,2b 1,6±0,1a 3,7±0,3d 3,4±0,3cd 
  Poganjki 1,1±0,5b 0,1±0,2a 1,7±03b 1,4±0,06b 0,3±0,3a 
Verbaskozid  Listi 0,4±0,1a 0,9±0,3a 3,9 ± 1,4b 1,0±0,1a 1,1±0,2a 
  Poganjki 0,8±0,2a 5,4±0,7c 6,9±0,8d 6,0±0,7cd 2,2±0,2b 
Neidentificirani vrh Listi / / / / / 
  Poganjki 6,5±0,6a 6,7±0,8a 7,0±1,0a 17,2±2,6b 6,7±1,1a 
Luteolin-7-glukozid  Listi 16,0±1,4c 11,9±0,1b 9,5±0,5a 14,8±0,1c 26,3±0,5d 
  Poganjki 0,9±0,1bc 0,9±0,1b 0,4±0,1a 1,1±0,3bc 1,4±0,5c 
Olevropein  Listi 14,0±5,5a 9,9±0,09a 11,5±0,5a 10,2±0,7a 27,5±5,3b 
  Poganjki 5,6±1,1ab 10,4±0,2c 4,5±0,8a 6,6±1,1b 6,9±1,5b 
Apigenin-7-glukozid  Listi 1,8±0,1a 2,5±0,4b 2,1±0,1a 4,3±0,1c 4,0±0,0c 
  Poganjki 0,3±0,0b / / / 0,1±0,2a 
Eriodiktiol  Listi / / / / / 
  Poganjki 2,4±0,2a 4,0±0,8b 5,8±1,4c 3,6±0,7ab 5,0±0,9bc 
Olevrozid Listi 3,4±0,3c 3,0±0,3b 1,9±0,1a 2,2±0,1a 3,4±0,1c 
  Poganjki 0,5±0,1b 0,3±0,0a 0,5±0,2b 0,5±0,1b 0,3±0,0a 
Ligstrozid  Listi 1,5±0,2b 1,0±0,1a 1,5±0,0b 0,9±0,0a 1,4±0,1b 
  Poganjki 0,5±0,2a / 0,4±0,1a 0,5±0,2a 1,1±0,3b 
Luteolin Listi 0,6±0,3a 0,4±0,0a 0,4±0,2a 0,3±0,0a 0,5±0,2a 
  Poganjki 0,3±0,2ab 0,5±0,3b / 0,1±0,2a / 
Apigenin  Listi 0,3±0,0a 0,5±0,1ab 0,4±0,1a 0,6±0,0ab 1,2±0,8b 
  Poganjki 0,5±0,2b 0,4±0,1b 0,4±0,1b / 0,1±0,2a 
*/ pomeni pod mejo detekcije 
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Vrednosti posameznih fenolnih spojin v preglednici 4 z različno nadpisano črko znotraj 
vrstice (a-d) se statistično značilno razlikujejo (p ≤ 0,05). 
 
 
4.5.1 Vsebnost posameznih fenolnih spojin v listih oljk 
 
Analiza HPLC kromatograma je pokazala, da vsebujejo listi oljke različne fenolne spojine. 
Iz preglednice 4 lahko razberemo, da vsebujejo listi oljke med identificiranimi spojinami 
največ olevropeina in luteolin-7-glukozida.  
 
Med preiskovanimi sortami imajo največjo vsebnost olevropeina listi sorte LDC (27,5 mg/g 
SS). Sorte Maurino, Leccino, Belica in Pendolino se statistično značilno ne razlikujejo glede 
na vsebnost olevropeina. Fabbri in sod. (2008) so določali polifenolno sestavo oljčnih listov 
šestih različnih sort glede na čas nabiranja. Med preučevanimi sortami so štiri, ki smo jih 
tudi mi preučevali. To so Maurino, Leccino, Pendolino ter LDC. Prišli so do rezultatov, da 
je vsebnost olevropeina odvisna od časa nabiranja listov. Meseca maja je sorta Maurino v 
primerjavi z ostalimi sortami vsebovala največ olevropeina (4,80 mg/g svežih listov). Sledila 
ji je sorta LDC (2,16 mg/g svežih listov). Pri ostalih sortah je bila vsebnost olevropeina pod 
mejo detekcije. Julija je pri sorti Maurino (0,63 mg/g svežih listov) vsebnost olevropeina 
glede na maj padla, LDC (7,43 mg/g svežih listov) pa kaže porast. Decembra, to je v zadnjem 
mesecu nabiranja je imela sorta Pendolino (9,69 mg/g svežih listov) največjo vsebnost 
olevropeina. Vsekakor pa velja poudariti, da so vrednosti v omenjeni raziskavi znatno 
manjše od vrednosti, ki smo jih določili v naši raziskavi. Naši rezultati so glede vsebnosti 
olevropeina v razponu od 9,9 do 27,05 mg/g SS. 
 
Ghomari in sod. (2019) so v listih določili vsebnost olevropeina 15,17 mg /g SS v primeru, 
ko so ekstrakt pripravili z 80 % etanolom. Ko so ekstrakcijo izvedli z zmesjo etanola in 
metanola, pa so določili vsebnost 45,11 mg/g SS. Lama-Munoz in sod. (2020) so v listih 
oljke določili vsebnost olevropeina, ki je bila, odvisno od sorte, v razponu od 43 do 122 mg/g 
SS. 
 
Med preiskovanimi sortami smo največjo vsebnost luteolin-7-glikozida v listih določili pri 
sorti LDC (26,3 mg/g SS). Sorti Maurino in Pendolino vsebujeta podobno količino luteolina-
7-glikozida; obe ga vsebujeta več kot sorti Leccino in Belica. Avtorji Lama-Munoz in sod. 
(2020) poročajo o vsebnosti v razponu od 0,94 do 4,65 mg/g SS, kar je okvirno šestkrat manj 
kot v naši raziskavi.  
 
Vsebnost luteolina v listih je bila v razponu od 0,3 do 0,6 mg/g SS in razlike med sortami 
niso statistično značilne. Tudi Ghomari in sod. (2019) so dobili vrednosti v podobnem 
razponu od 0,12 do 0,4 mg/g SS, odvisno vrste ekstrakcijskega topila. 
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Hidroksitirozola je bilo v listih v naši raziskavi od 1,2 do 2,9 mg/g SS, kar je več od 
rezultatov avtorjev Ghomari in sod. (2019), ki so določili vsebnost 0,25 mg/g SS. Najvišjo 
vsebnost hidroksitirozola smo določili v listih sorte LDC, najmanj pa v listih sort Maurino 
in Leccino. Avtorji Mechri in sod. (2020) poročajo o nižji vsebnosti hidroksitirozola v listih 
sorte Meski in sicer 0,04 mg/g SS.  
 
Največ apigenin-7-glukozida vsebujejo listi sort Pendolino in LDC (4 mg/g SS), najmanj ga 
vsebuje listi sorte Maurino (1,8 mg/g SS). Lama-Munoz in sod. (2020) poročajo o vsebnosti 
apigenin-7-glukozida v razponu od 0,73 do 2,55 mg/g SS, odvisno od sorte, kar je 
primerljivo z našimi rezultati. 
 
Vsebnost verbaskozida smo določili v razponu od 0,40 do 3,9 mg/g SS, kar sovpada z 
vrednostmi od 0,62 do 2,23 mg/g SS, ki so jih določili Lama-Munoz in sod. (2020). 
 
Omeniti velja tudi sekoiridoidne spojine olevrozid in 2-hidroksi-olevropein. Vsebnosti 
spojin so dokaj podobne, in sicer pri olevrozido, se vsebnost giblje v območju 1,9 do 3,4 
mg/g SS, medtem ko pri 2-hidroksi-olevropein od 1,6 do 3,7 mg/g SS. 
 
Listi sorte Maurino in Belica vsebujejo enako količino spojine lidstrozida, ki znaša 1,5 mg/g 
SS. 
 
Vsebnost ostalih identificiranih spojin v listih v glavnem ne presega vrednosti 1 mg/g SS. 
Izjemi sta le apigenin pri sorti LDC (1,2 mg/g SS) in hidroksitirozol glukozid v listih sorte 
LDC (3,9 mg/g SS). 
 
Orak in sod. (2019) so določali tudi posamezne fenolne spojine devetih različnih sort oljčnih 
listov. Identificirali so 12 spojin, med katerimi so olevropein, hidroksitirozol, verbaskozid, 
apigenin-7-glukozid in luteolin-7-glukozid, torej spojine, ki smo jih identificirali tudi v naši 
raziskavi. Med spojinami, ki so jih Orak in sodelavci (2019) identificirali v oljčnih listih, je 
bil pri vseh preiskovanih sortah olevropein prisoten v največji količini. 
 
Wang in sod. (2019) so raziskovali sestavo fenolnih spojin v oljčnih listih sorte Liangshan 
od januarja do decembra. Rezultati HPLC analiz so pokazali, da sta bila olevropein in 
luteolin-4-O-glukozid najbolj zastopani spojini; sledili so apigenin-7-O-glukozid, kvercetin 
in rutin ter manjše količine luteolina in apigenina. Vsebnost teh spojin je bila največja 
spomladi in pozimi, najmanjša pa poleti in jeseni. 
 
Vpliv podnebnih razmer na vsebnost fenolov so določali Mechri in sod. (2020), kjer so 
ocenjevali vpliv suše na vsebnost fenolov v listih oljke. Rezultati kažejo, da se je vsebnost 
olevropeina, verbaskozida, luteolin-7-glukozida in apigenin-7-glukozida močno zvišala v 
obdobju suše. 
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4.5.2 Vsebnost posameznih fenolnih spojin v lesnih poganjkih oljk 
 
Med spojinami, ki smo jih identificirali v lesnih poganjkih (Preglednica 4), je v primerjavi z 
ostalimi spojinami olevropeina največ.  
 
Najvišjo vsebnost olevropeina v lesnih poganjkih smo določili pri sorti Leccino (10,4 mg/g 
SS). V lesnih poganjkih ostalih sort je olevropeina statistično značilno manj (od 4,5 mg/g 
SS pri sorti Belica do 6,9 mg/g SS pri sorti LDC).  
 
Omeniti velja tudi verbaskozid. Vsebnost te spojine v lesnih poganjkih je pri sortah Leccino, 
Belica in Pendolino podobna in za sorto Pendolino znaša (6,9 mg/g SS).  
 
V lesnih poganjkih je prisotna tudi neidentificirana spojina, katere vsebnost v primerjavi z 
ostalimi sortami odstopa predvsem pri sorti Pendolino (17 mg/g SS). V lesnih poganjkih 
ostalih sort je neidentificirane spojine statistično značilno manj (od 6,5 mg/g SS pri sorti 
Maurino do 7,0 mg/g SS pri sorti Belica).  
 
Vsebnost ostalih identificiranih spojin v lesnih poganjkih v glavnem ne presega vrednosti 
0,5 mg/g SS. Izjemi sta le hidroksitirozol v lesnih poganjkih sorte Pendolino (0,7 mg/g SS) 
oz. sorte Belica (0,6 mg/g SS) in 2-hidroksi-olevropein v lesnih poganjkih pri sortah Maurino 
(1,1 mg/g SS), Belica (1,7 mg/g SS) in Pendolino (1,4 mg/g SS). 
 
Issaoui in sod. (2012) so analizirali fenolno sestavo lubja oljčnih dreves. Rezultati HPLC 
analiz kažejo, da so prisotne spojine hidroksotirozol, tirozol, p-hidroksifenilocetna kislina, 
vanilna kislina, kavna kislina, kumarna kislina, ferulna kislina in olevropein. 
 
 
4.5.3 Primerjava vsebnosti posameznih spojin v listih in poganjkih oljk 
 
Ob primerjavi vsebnosti spojin v preglednici 4 lahko ugotovimo, da vsebujejo listi v glavnem 
večje količine identificiranih spojin kot poganjki. Tako je olevropein, ki je med najbolj 
zastopanimi spojinami, pri večini sort (razen pri sorti Leccino) v večji meri prisoten v listih 
kot v lesnih poganjkih. Tudi luteolin-7-glukozida je v listih v precej več kot v lesnih 
poganjkih.  
 
Rezultati tudi kažejo, da so določene spojine, ki smo jih uspeli določiti v listih oljk, v lesnih 
poganjkih pod mejo zaznavanja. To opazimo v lesnih poganjkih pri sortah Leccino, 
Bianchera in Pendolino, kjer je spojina apigenin-7-glukozid pod mejo zaznavanja, oz. 
luteolin pri sortah Belica in LDC, apigenin pri sorti Pendolino, ligstrozid pri sorti Leccino 
in prav tako sekoiridoidna spojina sekologanozid pri sortah Leccino in Belica. Analiza je 
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pokazala, da je spojina hidroksitirozol glukozid pri sortah Maurino in Belica tako v listih kot 
v poganjkih pod mejo zaznave. 
 
Iz preglednice 4 je razvidno, da smo z analizo v poganjkih določili dve spojini, ki jih v 
vzorcih listov nismo zaznali: neidentificiran vrh in eriodiktiol. 
 
Japón-Lujan in Luque de Castro (2007) sta določala vsebnost olevropeina v mladih 
poganjkih in listih oljk. Ekstrakcijo fenolnih spojin so izvedli s pomočjo mikrovalovnega 
segrevanja. Dokazali so, da je pri mladih poganjkih, v primerjavi z listi, potreben daljši čas 
za učinkovito ekstrakcijo fenolnih spojin. V raziskavi so olevropein in verbaskozid določili 
tako v majhnih vejah kot v listih. Spojini hidroksitirozol in tirozol sta bili prisotni le v 
ekstraktih mladih poganjkov. Spojini, kot sta apigenin-7-glukozid in luteolin-7-glukozid, pa 





Z uporabo Pearsonovega koeficienta korelacije smo želeli preveriti, ali obstaja povezava 
med TPC, TFC, AOP in AU v emulziji ter vsebnostjo posameznih fenolnih spojin. 
 
V številnih raziskavah, ki so jih opravili na oljkah in oljčnem olju, poročajo o pozitivni 
povezavi med TPC, TFC in posameznimi fenolnimi spojinami (Orak in sod., 2019; 
Çetinkaya in Kulak, 2016). 
 
 
4.6.1 Korelacije med spojinami v listih 
 
V preglednici 5 so predstavljene vrednosti Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med 
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Preglednica 5: Pearsonov korelacijski koeficient (r) med analiziranimi parametri listov 
 r 
 TPC TFC AOP AU v emulziji 
Hidroksitirozol glukozid 0,85 0,84 0,76 -0,13 
Sekologanozid 0,64 0,13 0,75 -0,30 
Hidroksitirozol 0,87 0,79 0,80 -0,20 
2-hidroksi-olevropein 0,65 0,78 0,56 -0,63 
Verbaskozid -0,16 -0,57 -0,03 0,37 
Luteolin-7-glukozid 0,78 0,98 0,62 -0,46 
Olevropein 0,69 0,86 0,54 -0,31 
Apigenin-7-glukozid 0,92 0,59 0,95 -0,20 
Olevrozid 0,08 0,66 -0,12 -0,25 
Ligstrozid -0,16 0,13 -0,28 -0,30 
Luteolin -0,21 0,41 -0,41 -0,42 
Apigenin 0,88 0,79 0,82 -0,07 
TPC 1,00 0,77 0,98 -0,37 
TFC   1,00 0,62 -0,59 
AOP     1,00 -0,25 
AU v emulziji       1,00 
 
 
Kot vidimo v preglednici 5, obstaja zelo močna pozitivna povezava med TPC in AOP (r = 
0,98). Pozitivna povezava je tudi med TFC in AOP (r = 0,62) ter med TPC in TFC (r = 0,77). 
Tudi literaturni viri, kjer so za vzorce različnih kultivarjev oljčnih listov in drugih rastlin 
raziskovali povezavo med omenjenimi parametri, poročajo o podobnih rezultatih (Petridis 
in sod., 2012). 
 
Olevropein, kot najbolj zastopana spojina oljk, ter tudi hidroksitirozol, hidroksitirozol 
glukozid in 2-hidroksi-olevropein kažejo pozitivno povezavo s TPC, TFC in AOP. 
Raziskave kažejo, da se vsebnost olevropeina v oljki (kot sadež) in listih oljk z dozorevanjem 
in med predelavo oljk (kot je mletje pred stiskanjem olja) zmanjšuje, pri tem pa se vsebnost 
produkta razgradnje, hidroksitirozola, poveča (Amiot in sod., 1989). 
 
Apigenin, apigenin-7-glukozid in luteolin-7-glukozid so v močni pozitivni povezavi s TPC 
(r = 0,78), TFC (r = 0,98) in AOP (r = 0,62). Za luteolin-7-glukozid velja, da je eden izmed 
najstabilnejših fenolov in lahko se šteje za eno od odgovornih spojin za visok AOP izvlečkov 
oljčnih listov. Kot vidimo v preglednici 5, pa aglikon omenjene spojine, luteolin, ne kaže 
povezave (s TPC oz. AOP) oz. je pozitivna povezava šibka (s TFC).  
 
Do podobnih rezultatov so prišli tudi Orak in sod. (2019), ki so v svoji študiji določali 
povezavo med posameznimi fenolnimi spojinami in AOP oljčnih listov devetih različnih 
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sort. Vsebnost olevropeina in luteolin-7-glukozida je bila v pozitivni povezavi z AOP. AOP 
je bil tudi v povezavi z vsebnostjo luteolin-4'-glukozida, čeprav študije kažejo, da je ta 
spojina zaradi svoje kemijske strukture manj učinkovit odstranjevalec radikalov kot luteolin 
in njegov luteolin-7-glukozid. Dokazali so tudi povezavo med AU v emulziji (določena z 
metodo beljenja β-karotena) in vsebnostjo nekaterih derivatov luteolina (luteolin-7-
glukozid).  
 
V naši raziskavi smo ugotovili, da je AU v emulziji v šibki negativni povezavi z vsemi 




4.6.2 Korelacije med spojinami v poganjkih 
 
V preglednici 6 so predstavljene vrednosti Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med 
posameznimi fenolnimi spojinami in TPC, TFC, AOP in AU v emulziji. 
 
Preglednica 6: Pearsonov korelacijski koeficient (r) med analiziranimi parametri poganjkov 
 r 
 TPC TFC AOP AU v emulziji 
Hidroksitirozol glukozid 0,94 0,47 0,79 0,54 
Sekologanozid  0,17 0,99 0,56 -0,37 
Hidroksitirozol  0,34 0,60 0,60 -0,42 
2-hidroksi-olevropein  -0,02 0,27 0,03 -0,70 
Verbaskozid  0,73 -0,27 0,37 0,38 
Neidetificirani vrh 0,73 0,77 0,88 0,05 
Luteolin-7-glukozid  0,08 0,53 0,51 0,26 
Olevropein  0,49 -0,21 0,19 0,92 
Apigenin-7-glukozid  -0,80 0,28 -0,54 -0,64 
Eriodiktiol  0,07 -0,60 0,03 0,17 
Olevrozid -0,08 0,41 -0,03 -0,76 
Ligstrozid  -0,43 0,34 0,20 -0,39 
Luteolin 0,16 -0,19 -0,28 0,48 
Apigenin  -0,54 -0,59 -0,93 -0,22 
TPC 1,00 0,21 0,78 0,67 
TFC   1,00 0,63 -0,31 
AOP     1,00 0,36 
AOP karoten       1,00 
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Iz preglednice 6 lahko razberemo, da so rezultati večinoma precej drugačni kot pri vzorcih 
listov. Opazna je pozitivna povezava med TPC in AOP (r = 0,78) ter med TPC in AU v 
emulziji (r = 0,67).  
 
Spojina olevropein kaže zelo močno pozitivno povezavo z AU v emulziji (0,92), nekoliko 
slabšo s TPC (r = 0,49), medtem ko s TFC kaže šibko negativno povezavo in z AOP šibko 
pozitivno povezavo. Hidroksitirozol in hidroksitirozol glukozid sta v pozitivni povezavi s 
TPC, TFC in AOP. Ostale identificirane spojine so večinoma v šibki pozitivni ali šibki 
negativni povezavi s TPC, TFC, AOP oz. AU v emulziji.  
 
Povezava med omenjenimi parametri pri listih je drugačna kot pri lesnih poganjkih, kar je 
nekoliko presenetljivo. To bi lahko pomenilo, da so v izvlečkih prisotne še nezaznane 
spojine, ki pa so v izvlečkih iz listov drugačne od spojin v izvlečkih iz lesnih poganjkov. Te 
nezaznane spojine najverjetneje različno reagirajo s Folin-Ciocalteujevim regentom pri 
določitvi TPC oz. z ALCl3 pri določitvi TFC ali z DDPH∙ radikalom pri določitvi AOP oz. 
z ROO∙ radikali pri določitvi AU v emulziji.  
 
Neidentificirani vrh, ki je bil pri HPLC analizi zaznan le pri poganjkih, je v pozitivni 
povezavi s TPC, TFC in AOP ter v slabi povezavi z AU v emulziji.  
 
 
4.7 VSEBNOST SUHE SNOVI 
 
Rezultate vsebnosti fenolnih spojin, flavonoidov in AOP izvlečkov listov in lesnih 
poganjkov oljk smo preračunali na suho snov s namenom realnejše primerjave rezultatov. 
 
V preglednici 7 je podana suha snov vzorcov. 
 
Preglednica 7: Vsebnost suhe snovi v listih in lesnih poganjkih oljk 
VZORCI Vsebnost suhe snovi (%)  
Maurino Listi 91,2 ± 0,3 
Poganjki 92,9 ± 0,3 
Leccino Listi 91,4 ± 0,5 
Poganjki 93,2 ± 0,4 
Istarska belica Listi 90,4 ± 0,5 
Poganjki 93,0 ± 0,2 
Pendolino Listi 91,3 ± 0,1 
Poganjki 92,9 ± 0,6 
Leccio del Corno Listi 92,2 ± 0,8 
Poganjki 93,5 ± 0,4 
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Na podlagi rezultatov smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
• Listi oljk vsebujejo večje količine skupnih in posameznih fenolnih spojin, imajo večji 
antioksidativni potencial kot tudi večjo antioksidativno učinkovitost v emulziji v 
primerjavi z lesnimi poganjki oljk. 
 
• Listi sorte LDC imajo v primerjavi z listi ostalih sort največjo vsebnost skupnih 
fenolnih spojin, skupnih flavonoidov, olevropeina in luteolin-7-glukozida ter imajo 
največji antioksidativni potencial za lovljenje prostih radikalov. 
 
• Lesni poganjki sorte Pendolino imajo v primerjavi s poganjki ostalih sort največjo 
vsebnost skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov ter imajo največji 
antioksidativni potencial za lovljenje prostih radikalov . 
 
• Listi in lesni poganjki oljk sorte Leccino imajo v primerjavi z ostalimi sortami 
največjo antioksidativno učinkovitost v emulziji. 
 
• Pri listih oljk obstaja med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov 
in antioksidativnim potencialom močna pozitivna povezava.  
 
• V listih oljk smo identificirali 12 fenolnih spojin, med katerimi je največ olevropeina 
in luteolin-7-glukozida.  
 
• V lesnih poganjkih smo identificirali 13 fenolnih spojin, med katerimi je največ 
olevropeina, zaznali smo tudi eriodiktiol in eno še neidentificirano spojino 
 
• Pri listih oljk so olevropein, hidroksitirozol, hidroksitirozol glukozid, 2-hidroksi-
olevropein, apigenin, apigenin-7-glukozid in luteolin-7-glukozid v pozitivni 
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V nalogi smo analizirali liste in lesne poganjke petih različnih sort oljke Maurino, Leccino, 
Belica, Pendolino in LDC. Ektrakcija fenolnih spojin iz predhodno homogeniziranega 
materiala je potekala z uporabo ekstrakcijskega topila metanol v razmerju trdno:tekoče 1:50 
(w:v) v ultrazvočni kopeli pri 60 °C, 30 min. Z uporabo ultrazvoka se namreč ekstrakcija 
časovno močno skrajša in omogoči večjo dobit bioaktivnih spojin.  
 
V okviru magistrske naloge smo želeli v listih in lesnih poganjkih oljk določiti vsebnost 
posameznih in skupnih fenolov (TPC), skupnih flavonoidov (TFC), antioksidativni potencial 
(AOP) za lovljenje prostih radikalov ter antioksidativno učinkovitost (AU) v emulziji linolne 
kisline v vodi. Zanimalo nas je, ali obstajajo razlike med sortami. Podati smo želeli tudi 
primerjavo med listi in lesnimi poganjki.  
 
Rezultati kažejo, da smo pri vseh omenjenih analizah določili večje vrednosti pri vzorcih 
listov v primerjavi z vzorci lesnih poganjkov. Sorta LDC se je izkazala kot sorta, ki je pri 
vzorcih listov vsebovala največ skupnih fenolnih spojin, skupnih flavonoidov in največji 
AOP. Pri lesnih poganjkih ima sorta Pendolino najvišjo vsebnost skupnih fenolnih spojin, 
skupnih flavonoidov in največji AOP za lovljenje prostih radikalov. Glede AU v emulziji je 
sorta Leccino tista, ki je pokazala največjo vrednost pri listih in lesnih poganjkih oljk. 
 
Vsem vzorcem smo določili posamezne fenolne spojine s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (HPLC). V vzorcih listov in poganjkov smo zaznali prisotnost 12 spojin. Pri 
poganjkih smo zaznali dodatni dve spojini to sta eriodiktiol in eno še neidentificirano 
spojino, ki jo v listih s HPLC analizo nismo zaznali. Spojina olevropein je spojina, ki je v 
primerjavi z ostalimi spojinami v največjem deležu prisotna v izvlečkih listov in tudi 
poganjkov. Poleg olevropeina je v listih močno zastopana spojina luteolin-7-glikozid. 
 
Rezultati statistične analize kažejo, da pri listih oljk obstajajo močne pozitivne povezave 
med TPC, TFC in AOP ter med omenjenimi parametri in olevropeinom, hidroksitirozolom, 
hidroksitirozol glukozidom, 2-hidroksi-olevropeinom, apigeninom, apigenin-7-glukozidom 
in luteolin-7-glukozidom. V primeru poganjkov so te povezave šibkejše ali celo negativne. 
 
Omenjene razlike med listi in poganjki so lahko posledica tega, da so v izvlečkih iz listov 
prisotne določene nezaznane spojine, ki so drugačne od spojin v izvlečkih iz lesnih 
poganjkov. Te nezaznane spojine najverjetneje različno reagirajo z reagenti oz. tarčnimi 
molekulami (zvrstmi) pri analiznih metodah naše raziskave. Poleg tega je potrebno 
upoštevati, da je v tej kompleksni zmesi identificiranih tudi nekaj neznanih spojin ki bi lahko 
delovale bodisi sinergistično bodisi antagonistično v reakcijah pri izvedbi analiz.  
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